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1.1. Latar Belakang
Intra Uterine Fetal Death adalah janin yang mati dalam rahim dengan
berat badan 500 gram atau lebih atau kematian janin dalam rahim pada
kehamilan 20 minggu atau lebih (WHO,ACOG). Pendapat lain yang
mengatakan kematian janin dalam kehamilan adalah kematian janin dalam
kehamilan sebelum proses persalinan berlangsung pada usia kehamilan 28
minggu ke atas atau berat janin 500 gram ke atas ( Al-Kadri,tamim HM
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Insidensi Intra Uterine Fetal Death menurut Pusat Pengendalian dan
Pencegahan Penyakit (CDC) dan National Center for Health Statistics
(NCHS), sekitar 26.000 kematian janin lebih dari 20 minggu kehamilan
terjadi di Amerika Serikat setiap tahunnya (McDorman, Kirmeyer, &
Wilson, 2012). Penyelenggaraan pusat kesehatan pada 2020, bertujuan untuk
meningkatkan kesadaran masyarakat terhadap kesenjangan kesehatan dan
meningkatkan kesehatan pada semua golongan masyarakat , melaporkan
bahwa pada tahun 2005, 6,2 kematian janin pada umur kehamilan 20 atau
lebih dari 20 minggu kehamilan terjadi per 1.000 kelahiran hidup.
Penyelenggaraan pusat kesehatan pada 2020 telah menetapkan tujuan
nasional untuk mengurangi angka kematian janin di bawah 5,6 per 1.000
kelahiran hidup (DHHS,MacDorman, 2012).
Dewasa ini banyak penelitian yang mengembangkan tentang penyebab
kegagalan kehamilan dini ditinjau dari kelainan sistem imunologi, khususnya
pada proses implantasi embrionya. Implantasi yang berhasil pada manusia
tergantung pada sistem pengenalan imun terhadap embrio sejak dini, dan
respon maternal imun terhadap embrio tersebut (Flenady, 2011).
Human leukosit antigen (HLA –E) milik, dengan HLA-G dan HLA-F,
dengan non-klasik kompleks histokompatibilitas utama (MHC) I (Ib)
molekul kelas, didefinisikan secara luas oleh terbatas polimorfisme dan pola
terbatas expression seluler
Human Leucocyte Antigen ( HLA)-E yaitu suatu HLA kelas I non
klasik, yang berperan penting untuk mengatur sekresi sitokin sebagai
pengonrol invasi trofoblas dan mengatur toleransi imun secara lokal di
plasenta. HLA-E secara dominan di ekspresikan di trofoblas ekstra vili pada
plasenta dan pada pembentukan sistem hematopoetik berasal dari
ekstraembrionik yolk sak. HLA-E dapat melindungi trofoblas dari intoleransi
imun maternal-fetal dan memungkinkan sel trofoblas untuk menginvasi
uterus
HLA-E memainkan peran penting dalam toleransi imun
selama kehamilan, dan dalam pelarian tumor dari kontrol kekebalan. Oleh
Sebaliknya, ekspresi dan fungsi HLA-E dan HLA-F di proses fisiologis dan
patologis. (Ashley Moffett, Susan E. Hiby :The role of
the maternal immune system in the regulation of
human birthweight,2016)
.
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alogenik bagi sistem imun maternal yang beresiko tinggi untuk dianggap
asing dan disingkirkan, pada saat sitotrofoblas yang melakukan invasi ke sisi
maternal, disitu desidua mengekspresikan HLA-E, jika molekul HLA-E
terganggu pada akhirnya kemampuan untuk menghambat respon sitolitik dari
limfosit T sitotoksik terganggu dan sistem imun dimana kurangnya antibodi
yang bekerja untuk melindungi janin dan menyebabkan IUFD (Intra Uterine
Fetal Death) (Tripathi, 2007)
Pada manusia, adanya defek pada penghubung antara janin dan ibu
dalam hal ini  trofoblas berkaitan dengan berbagai macam komplikasi
kehamilan seperti preeklamsia, pertumbuhan janin terhambat dan kegagalan
hasil konsepsi (blighted ovum, abortus berulang dan Intra Uterine Fetal
Death (Sulistyowati, 2009).
Salah satu penyebab IUFD (Intra Uterine Fetal Death) adalah kelainan
sistem imun dimana kurangnya antibodi yang bekerja untuk melindungi
janin dari sistem imun ibu, yang akan mengenali genetik ayah sebagai benda
asing bagi tubuh sehingga ketika sperma menembus ovum, akan dianggap
sebagai benda asing, selain itu sperma dan ovum akan mengekspresikan
 antigen histocompatability lokus. Human Leukocyte Antigen-E (HLA-E)
memegang peran dalam toleransi imun semialogenik fetus oleh ibu. HLA-E
yang cukup pada trofoblas menyebabkan tidak terjadinya respon imunologis
ibu. Pada desidua terdapat Large Granullar Lymphocytes (LGLs) salah
satunya yaitu Natural Killer Cell (NK Cell) yang berfungsi menghancurkan
sel target yang tidak cukup mengekspresikan HLA-E (Fanchin, 2007).
Ekspresi HLA-E yang cukup pada trofoblas diperlukan agar trofoblas
menginvasi desidua dan sistem vaskuler maternal dengan baik sehingga
terjadi peningkatan perfusi uterin yang dibutuhkan selama kehamilan.
Namun apabila HLA-E berkurang atau tidak diekspresikan, kemampuan sel
trofoblas akan berkurang dan dihalangi untuk menginvasi uterus atau
dianggap sebagai non self yang memiliki sifat sebagai antigen sehingga
memicu terbentuknya antibodi pada ibu. Antibodi ini akan mengikat antigen
dan terjadi reaksi imunologis yang merangsang aktifasi sitokin proinflamasi
seperti interleukin dan Tumor Necrosis Factor –α (TNF- α) dan
mengaktifkan sel T dan NK cell yang akan  menyerang sel-sel trofoblas itu
sendiri sehingga mengakibatkan fetal death (Cecati, 2011).
Salah satu keberhasilan proses kehamilan ditentukan oleh janin yang
bersifat semiallogenik, yang mempunyai kemampuan untuk menghindari
sistem imunmaternal. Konsep ini pertama kali dikemukakan oleh Sir Peter
Medawar seorang ahli imunologi. Mekanisme menghindari oleh embrio ini
belum diketahui dengan pasti. Belakangan ini molekul Human Leucocyte
Antigen (HLA), khususnya HLA-E, banyak dipelajari untuk mengetahui
mekanisme toleransi imunologi sistem imun maternal terhadap janin.
Bahkan dikatakan bahwa keberhasilan suatu kehamilan tergantung pada
ekspresi molekul ini (Hviid,2006).
Janin yang merupakan semialogenik bagi sistem imun maternal ini
berisiko tinggi untuk dianggap asing dan disingkirkan, namun tidak
demikian kenyataannya dalam kehamilan normal. Sitotrofoblas yang
melakukan invasi ke sisi maternal, pada saat mendekati desidua
mengekspresikan HLA-E.Molekul HLA-E mempunyai kemampuan untuk
menghambat respon sitolitik dari limfosit T sitotoksik dan aktivitas sel NK
melalui reseptor CD94/NKG2A yang terdapat diendometrium (Tripathi,
2007).
Natural Killer cell (NK Cell) memiliki peran penting terhadap proses
kehamilan. Sel NK melalui reseptor CD94/NKG2C dapat menyerang sel
target. Sel NK pada uterus dapat diaktifkan melalui reseptor CD94/NKG2C
yang dapat mengikat HLA-E telah terbukti berhubungan dengan proses
imunologi pada IUFD (Hunt, 2006).
Pada penelitian ini akan meneliti tentang perbedaan ekspresi HLA-E
dan sel NK pada IUFD (Intra Uterine Fetal Death) dibandingkan kehamilan
normal,sehingga dapat memprediksi secara dini IUFD (Intra Uterine Fetal
Death
1.2.Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, maka dapat dirumuskan masalah
penelitian, yaitu :
1. Adakah perbedaan ekspresi HLA-E pada trofoblas IUFD
dengan kehamilan normal ?
2. Adakah perbedaan ekspresi NK sell pada trofoblas IUFD
dengan kehamilan normal ?
 
1.3.TujuanPenelitian
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
1.3.1.TujuanUmum
Untuk mengungkap etiopatogenesis pasien dengan IUFD, dengan
menggunakan pemeriksaan Patologi Anatomi melalui pemeriksaan
trofoblas.
1.3.2. TujuanKhusus
a. Untuk menganalisis ekspresi protein HLA-E dalam trofoblas pada pasien
dengan IUFD dan kehamilan normal.
b. Untuk menganalisis ekspresi protein sel NK dalam trofoblas pada pasien
dengan IUFD dan kehamilan normal.
 
 
1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Menambah dan mengembangkan informasi ilmiah tentang etiopatogenesis
tentang terjadinya IUFD (Intra Uterine Fetal Death) dengan tujuan untuk
menurunkan angka morbiditas ibu dan mortalitas bayi .
1.4.2. Manfaat Klinis
Merupakan upaya bagi kemajuan diagnosis tentang kejadian IUFD antara lain
dengan adanya prediktor mulai dari awal kehamilan untuk pencegahan di masa
mendatang, sehingga diharapkan dapat ikut memberi masukan dalam
menurunkan morbiditas dan mortalitas ibu  dan bayi.
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2.1. Tahap Perkembangan Kehamilan
Tiga tahap perkembangan selama kehamilan pada manusia adalah pre-
embrionik, embrionik dan fetus. Setelah sperma diejakulasi ke dalam vagina,
berjalan menuju cervix, masuk kedalam uterus, dan selanjutnya kedalam
tuba falopi. Hanya  1 % sperma yang mengendap di vagina masuk ke servix.
Pergerakan Sperma dari serviks ke tuba uterina terutama terjadi melalui
dorongan dirinya sendiri serta prostaglandin yang berada di semen
meningkatkan kontraksi otot polos dari uterus sehingga membantu
transportasi dari sperma. Perjalanan dari serviks ke oviduk memerlukan
waktu minimal 2 sampai 7 jam, dan setelah mencapai istmus, sperma
menjadi kurang gesit dan berhenti bermigrasi. Saat ovulasi sperma kembali
gesit dan menuju ampula tuba. Segera sebelum ovulasi, fimbriae tuba uterina
menyapu permukaan ovarium, dan tuba ini sendiri mulai berkontraksi secara
ritmis sehingga oosit terbawa kedalam tuba oleh gerakan menyapu fimbriae
ini dan gerakan silia di lapisan epitel (Sadler, 2006).
Fertilisasi (pembuahan) adalah penyatuan ovum (oosit sekunder) dan
spermatozoa. Hanya satu spermatozoa yang mempunyai kapasitasi untuk
membuahi. Pada spermatozoa ditemukan peningkatan konsentrasi DNA di
nukleusnya, dan kaputnya lebih mudah menembus dinding ovum oleh karena
melepaskan hialuronidase. Spermatozoa harus melewati korona radiata dan
zona pelusida yaitu dua lapisan yang mencegah ovum mengalami fertilisasi
lebih dari satu spermatozoa. (Sadler, 2006).
Dalam beberapa jam setelah pembuahan mulailah terjadi pembelahan
zigot. Dan dalam 3 hari setelah fertilisasi menjadi suatu massa dari 12-16 sel
yang disebut morula menjadi embrio. Pada stadium ini hasil konsepsi
diteruskan ke pars ismika dan pars interstisialis tuba dan terus disalurkan ke
arah kavum uteri oleh arus serta getaran silia pada permukaan sel-sel tuba
dan kontraksi tuba. Selanjutnya pada hari keempat mencapai stadium
blastula, disebut blastokista suatu bentuk yang dibagian luarnya adalah
trofoblas dan dibagian dalamnya disebut massa inner cell. Massa inner cell
ini yang akan berkembang menjadi janin dan trofoblas akan menjadi
plasenta. Pada manusia defek pada penghubung antara janin dan ibu
berkaitan dengan berbagai macam komplikasi kehamilan seperti
preeklampsia, pertumbuhan janin terhambat dan fetal death (William, 2008).
Gambar 2.1. Implantasi embrio (Errol, 2007)
Enam hari setelah fertilisasi dimulai fase implantasi blastokista ke
dalam endometrium. Implantasi pada manusia meliputi 3 fase, yaitu fase I
adalah awal blastocys pada dinding uterus, disebut aposisi, masih belum
stabil. Mikrofili pada permukaan apikal sinsiotrofoblas saling berhubungan
dengan mikroprotusi dari permukaan apikal epitelium uteri, disebut sebagai
pinopodes. Aposisi terjadi umumnya pada dinding fundus posterior uteri.
Fase II stable adhesion ditandai adanya peningkatan interaksi fisik diantara
blastocyst dan epithelium uteri. Fase III adalah invasi dan sinsiotrofoblas
melakukan penetrasi ke dalam ephitelium. Dengan demikian, blastocyst dan
embryonic pole berhadapan dengan ephitelium uteri (Roussev, 2007).
Pada hari kesepuluh sesudah konsepsi, blastocyst terbenam seluruhnya
kedalam endometrium. Nidasi diatur oleh suatu proses yang kompleks antara
trofoblas dan endometrium. Di satu sisi trofoblas mempunyai kemampuan
invasif yang kuat, di sisi lain endometrium mengontrol invasi trofoblas
dengan mensekresikan faktor-faktor yang aktif setempat yakni inhibitor
cytokines dan protease. Dalam tingkat nidasi trofoblas menghasilkan hormon
human chorionic gonadotropin. Produksi HCG meningkat sampai kurang
lebih hari ke 60 kehamilan. Fungsi HCG mempengaruhi korpus luteum
untuk terus tumbuh dan menghasilkan progesteron sampai plasenta dapat
membuat cukup progesteron (Sadler 2006).
Seperti halnya sistem biologis yang lain dengan stable adhesion akan
segera diikuti invasi, seperti ekstravasasi lekosit dan sel tumor. Perubahan
pada produksi molekul adhesi dan proteinase mulai menunjukkan perannya.
Invasi sitotrofoblas menimbulkan suatu penurunan ekspresi dari reseptor
adhesi khusus cytotrofoblas stem cells dan suatu peningkatan ekspresi
reseptor adhesi khusus sel vaskuler. Di samping memungkinkan sitotrofoblas
di sepanjang vaskuler maternal untuk melakukan penyamaran (masquerade)
sebagai sel vaskuler, reseptor ini juga memperbaiki kemampuan sel trofoblas
untuk menginvasi uterus (Clark et al, 2010).
Periode embrionik dimulai sejak dua minggu setelah fertilisasi sampai
dengan minggu kedelapan setelah fertilisasi. Periode ini disebut juga periode
organogenesis adalah waktu ketika masing-masing dari ketiga lapisan
germinativum, ektoderm, mesoderm dan endoderm menghasilkan sejumlah
jaringan dan organ spesifik. Pada akhir masa mudigah ini sistem-sistem
organ utama telah terbentuk sehingga pada akhir bulan kedua gambaran
utama bagian-bagian eksternal tubuh sudah dapat dikenali.  Ektoderm
sebagai lapisan terluar akan berkembang menjadi bentuk kulit, sistem saraf,
rambut, kuku. Mesoderm sebagai lapisan tengah akan berkembang menjadi
tulang, otot dan sistem sirkulasi. Dan terakhir endoderm, lapisan terdalam
akan membentuk kelenjar, saluran kencing dan saluran pencernaan. Periode
fetus dimulai sejak mulainya minggu kesembilan setelah fertilisasi dan
berlanjut sampai dengan lahir. Dan produk kehamilan pada masa ini disebut
fetus. Selama periode ini terjadi terus pertumbuhan dan maturasi dari organ-
organ di tubuh (Saddler, 2006).
 
2.2. Sistem Imun dalam Kehamilan
Sistem imun adalah suatu organisasi yang terdiri atas sel-sel dan
molekul-molekul yang memiliki peranan khusus dalam menciptakan suatu
sistem pertahanan tubuh terhadap infeksi atau benda asing. Terdapat dua
jenis respon imun yang berbeda secara fundamental, yaitu (1) respon yang
bersifat innate (alami/ nonspesifik), yang berarti bahwa respon imun tersebut
akan selalu sama seberapa pun seringnya antigen tersebut masuk kedalam
tubuh; dan (2) respon yang bersifat adaptif (didapat/ spesifik), yang berarti
bahwa akan terjadi perubahan respon imun menjadi lebih adekuat seiring
dengan semakin seringnya antigen tersebut masuk kedalam tubuh (Sarwono,
2008).
Gambar 2.2. Sistem imun dalam kehamilan (Hunt et al, 2009).
Respon imun yang bersifat innate biasanya akan menggunakan (1) sel-
sel yang bersifat fagositik seperti neutrofil, monosit, dan makrofag; (2) sel-
sel yang akan menghasilkan mediator-mediator inflamasi seperti basofil, sel
mast, dan eosinofil; dan (3) sel Natural Killer (NK). Selain itu, sistem respon
innate juga memiliki molekul-molekul, seperti komplemen, protein fase akut,
dan sitokin. Sementara itu, respon adaptif akan terlihat dengan adanya
proliferasi sel-sel limfosit T dan B. Sel limfosit B akan menghasilkan
antibodi, sementara sel limfosit T akan membunuh patogen intraselular
dengan cara mengaktifkan makrofag atau membunuh secara langsung sel-sel
yang terinfeksi oleh virus (Venstra, 2008).
Hipotesis Medawar untuk menjelaskan toleransi kekebalan ibu dari
janin semi-alogenik sekarang terbukti salah atau kurang. Respon imun ibu
tidak pasif, atau secara fisik dibatasi pada kehamilan. Sebaliknya, sistem
kekebalan nya terpusat terlibat dengan semua langkah dari proses reproduksi
dari konsepsi sampai implantasi embrio dan perkembangan plasenta. Muncul
studi menunjukkan bahwa sel-sel kekebalan tubuh diposisikan dan
dilengkapi untuk merasakan antigen dan sinyal lain yang berasal dari cairan
mani, embrio dan trofoblas plasenta. Respon imun muncul kompeten untuk
memanfaatkan informasi ini untuk membedakan kebugaran reproduksi dan
kompatibilitas pasangan pria dan integritas dan kompetensi perkembangan
jaringan konsepsi. Karena respon imun dimodulasi oleh individu menular,
inflamasi, stres, status gizi dan metabolik, pengaruh kekebalan tubuh pada
perkembangan atau gangguan kehamilan selanjutnya dapat dipengaruhi oleh
stres lingkungan dan ketersediaan sumber daya. Makalah pendapat ini
kemajuan pandangan bahwa sistem kekebalan tubuh beroperasi pada
kehamilan untuk mengintegrasikan sinyal-sinyal ini dan untuk melakukan
kontrol kualitas eksekutif baik mengakomodasi atau menolak konsepsi.
Dikatakan bahwa 'kontrol kualitas kekebalan-dimediasi' akan memfasilitasi
optimal investasi reproduksi wanita dan memaksimalkan kebugaran
keturunan, dan dengan demikian menjelaskan keuntungan evolusioner
kesadaran kekebalan ibu dari jaringan konsepsi (Robertson SA et al 2010)
Mikroorganisme yang ditemukan sehari-hari oleh seorang manusia
yang sehat umumnya tidak akan menimbulkan gejala penyakit sama sekali,
karena umumnya akan berhasil dikenali dan dihancurkan oleh respon imun
innate dalam hitungan menit atau jam. Untuk dapat bekerja dengan efektif
reseptor imun innate harus mampu mendeteksi antigen-antigen yang bersifat
asing (non-self). Namun, berbeda dengan reseptor yang ada pada respon
imun adaptif, maka dalam respon imun innate reseptor-reseptor yang ada
relatif lebih terbatas dan konstan dari generasi ke generasi. Meski demikian
sistem imun innate tetap mampu mengenali mikroorganisme walaupun
tingkat mutasi yang terjadi pada mikroorganisme tersebut cukup tinggi
kejadiannya. Hal ini disebabkan oleh (1) reseptor-reseptor tersebut hanya
akan mengenali pola-pola molekul tertentu yang dimiliki oleh sebagian besar
mikroorganisme; (2) pola-pola molekul tersebut harus merupakan suatu
produk yang akan mempengaruhi patogenitas serta survival dari
mikroorganisme tersebut, sehingga akan selalu dikonservasi dan jarang
mengalami mutasi; (3) struktur-struktur yang akan dikenali tersebut harus
berbeda dengan self antigen; (4) molekul-molekul yang dikenali tersebut
harus merupakan pertanda dari patogenisitas (Pathogen Associated
Molecular Patterns = PAMPs). Meski demikian, reseptor-reseptor imun
innate akan kesulitan apabila patogen tersebut berkembang biak didalam sel
sehingga komponen-komponennya akan dibentuk didalam sel, contohnya
virus. Namun, karena sistem imun kita bersifat redundancy yang berarti
mekanisme yang satu akan selalu dilapis oleh mekanisme yang lain, maka
infeksi virus tersebut tetap dapat dikenali oleh sistem imun innate dengan
cara mengenali perubahan yang terjadi pada membran sel yang terinfeksi
atau mendeteksi terjadinya perubahan pada petanda self antigen, yaitu
Human Leukocyte Antigen (HLA) (Kwak Kim, 2009).
Apabila mikroorganisme tersebut mampu untuk mengatasi hadangan
dari sistem imun innate, maka akan dihadapi oleh sistem oleh sistem imun
adaptif. Mikroorganisme beserta produk-produknya yang berada di
ekstraseluler akan dikenali oleh reseptor-reseptor yang ada pada sel limfosit
B, dalam hal ini adalah antibodi. Sementara untuk mikroorganisme yang ada
yang berada di intrasel. Produk-produknya akan dikenali oleh reseptor-
reseptor dari limfosit T (T cell receptor = TCR). TCR akan mengenali
fragmen-fragmen peptida yang berasal dari mikroorganisme intrasel dan
dipresentasikan oleh HLA pada permukaan sel atau sel-sel khusus yang
disebut sebagai Antigen Presenting Cells (APC) seperti sel dendritik,
makrofag, dan limfosit B (Tripathi, 2007).
Selama sepuluh abad terakhir, telah banyak dilakukan usaha untuk
menjelaskan mengapa tandur janin semialogenik dapat bertahan hidup. Salah
satu penjelasan paling awal didasarkan pada teori imaturitas antigenik
mudigah-janin. Tetapi hal ini ditolak oleh Billingham yang memperlihatkan
bahwa antigen-antigen transplantasi (HLA) sudah ditemukan pada masa
mudigah paling dini. Trofoblas adalah satu-satunya sel konseptus yang
berkontak langsung dengan jaringan atau darah ibu dan jaringan ini secara
genetis identik dengan jaringan janin. Penjelasan lain didasarkan pada
berkurangnya responivitas imunologis wanita hamil. Namun tidak terdapat
bukti untuk hal ini selain hanya sebagai suatu faktor pendukung. Pada
penjelasan ketiga, uterus (desidua) diperkirakan sebagai suatu jaringan yang
memiliki keistimewaan imunologis. Hal ini jelas akan menyingkirkan adanya
catatan-catatan kasus kehamilan ektopik lanjut. Jelaslah, imunitas
transplantasi dapat terpicu dan diekspresikan di uterus seperti halnya di
jaringan lain. Dengan demikian, penerimaan dan kelangsungan hidup
konseptus haruslah dikaitkan dengan sifat imunologis trofoblas yang unik,
dan bukan desidua (Williams, 2008).
 
2.3. Intra Uterine Fetal Death
2.3.1. Pengertian
Menurut WHO (World Health Organization) definisi Intra Uterine Fetal
Death adalah Intrauterine fetal death (IUFD) menurut ICD 10 – International
Statistical Classification of Disease and Related Health Problems adalah
kematian fetal atau janin pada usia gestasional ≥ 22 minggu (Petersson, 2007).
WHO dan American College of Obstetricians and Gynecologist menyatakan
IUFD adalah janin yang mati dalam rahim dengan berat 500 gram atau lebih atau
kematian janin dalam rahim pada kehamilan 20 minggu atau lebih (MacDorman
2012, 2007;Winknjosastro, 2008).
kematian dari produk kehamilan didalam rahim sebelum terjadinya ekspulsi
lengkap atau terjadinya tindakan kuretase dari ibu hamil, tidak memperhitungkan
durasi kehamilan dan bukan suatu kehamilan yang diterminasi secara induksi.
Kematian terbukti dengan adanya fakta bahwa setelah ekspulsi atau kuretase,
fetus tidak bernafas atau menunjukkan tanda-tanda lain kehidupan seperti detak
jantung, pulsasi dari tali pusat, atau pergerakan dari otot volunter. Detak jantung
dibedakan dari kontraksi jantung sementara dan pernafasan dibedakan dari usaha
pernafasan yang cepat atau terengah-engah (WHO, 2009).
Tingkat kelahiran mati berkurang secara substansial sejak tahun 1950-
an (20 per 1000 kelahiran) hingga tahun 1980-an dengan adanya peningkatan
kualitas perawatan untuk kondisi seperti diabetes, aloimunisasi sel darah merah,
dan preeklampsia. Namun demikian, angka kelahiran mati relatif stabil selama 20
tahun terakhir, mencapai sekitar 6,4 dari 1.000 kelahiran di Amerika Serikat pada
tahun 2002. Di sisi lain, kematian bayi berkurang lebih dari 30% dalam 20 tahun
terakhir. Di Amerika Serikat pada tahun 2001, tercatat sebanyak 26.373 kematian
janin dibandingkan dengan 27.568 kematian bayi. Dengan demikian, kematian
janin saat ini bertanggung jawab terhadap 50% dari seluruh kematian perinatal.
Sedangkan untuk morbiditas perinatal lainnya, terdapat disparitas ras yang cukup
besar pada angka kematian janin. Pada tahun 2001, wanita Afrika-Amerika
menderita angka kelahiran mati 12,1 per 1000 kelahiran dibandingkan dengan 5,5
per 1000 kelahiran untuk wanita kulit putih (Silver, 2007).
 
2.3.2. Etiologi
Etiologi dari Intra Uterine Fetal Death tidak diketahui sebanyak 25-65%
dari seluruh kasus. Pada kasus-kasus dimana dengan jelas terindentifikasi,
penyebab Intra Uterine Fetal Death dibedakan menurut fetal, maternal dan
patologi plasenta. Sebanyak 64,9% disebabkan oleh patologi plasenta (Korteweg,
2009). Meta analisis dari penelitian dengan jumlah populasi 96 orang
menunjukkan obesitas pada maternal sebagai peringkat tertinggi untuk faktor
risiko yang dapat dimodifikasi untuk stillbirth. Usia maternal > 35 tahun dan
wanita perokok juga dilaporkan signifikan. Diabetes pregestasional serta
preeklampsia juga memegang kontribusi utama pada stillbirth (Flenady, 2011).
Etiologi Intra Uterine Fetal Death berdasarkan maternal, fetal dan
plasenta (Lindsey, 2011):
a. Maternal
1. Postdate
2. Diabetes tidak terkontrol
3. Sistemik Lupus eritomatous
4. Sindrom Anti posfolipid
5. Infeksi
6. Hipertensi
7. Hemoglobinopathy
8. Usia ibu tua (>35 tahun)
9. Rh disease
10. Ruptur uterina
11. Trauma
12. Inherited thrombophilias
b. Fetal
1. Janin kembar
2. IUGR (Intra Uterine Growth resctriction)
3. Abnormalitas congenital
4. Abnormalitas genetika
5. Infeksi  (ie, parvovirus B19, CMV, Listeria)
6. Hydrops
c. Placenta
1. Cord accident
2. Solusio plasenta
3. Ketuban pecah dini
4. Vasa previa
5. Fetomaternal hemorrhage
6. Insufisiensi plasenta
Faktor risiko (mempunyai nilai prediksi lemah) (Lindsey, 2011):
a. Ras amerika-africa
b. Usia ibu tua (>35 tahun)
c. Riwayat fetal death
d. Riwayat infertil
e. Riwayat anak kecil masa kehamilan
f.  Obesitas
g. Usia suami tua
 
2.3.3. Klasifikasi
Seringkali sulit untuk menentukan sebab yang “pasti” dari kematian janin.
Pertama, banyak faktor risiko terkait kematian janin dalam studi-studi
epidemiologi yang ditemukan pada wanita normal dengan kehamilan yang tidak
memiliki komplikasi. Kedua, sebagian besar studi mengenai kematian janin tidak
mencakup kontrol, sehingga menimbulkan kesulitan dalam memastikan adanya
peran potensial abnormalitas terhadap kelahiran mati. Sebagai contoh,
trombofilia yang bersifat heritable kerap hadir pada wanita yang melahirkan bayi
dalam keadaan hidup. Berdasarkan kasus tersebut, uji trombofilia yang positif
dalam kasus kematian janin, terutama tanpa bukti adanya insufisiensi plasenta,
tidak membuktikan adanya kausalitas. Ketiga, sejumlah kondisi dapat terjadi
secara simultan. Jika misalkan janin yang lahir mati dengan trisomi 13 memiliki
bukti adanya infeksi streptokokus kelompok B, maka kematian janin tersebut
disebabkan oleh infeksi atau aneuploidy janin. Terkadang kematian janin dapat
disebabkan oleh interaksi atau efek tambahan dari dua atau lebih kelainan.
Terakhir, bahkan meskipun telah dilakukan evaluasi secara ekstensif, nyaris tidak
mungkin untuk memastikan penyebab kematian janin. Kehilangan yang tidak
dapat dijelaskan seperti ini cukup umum ditemui, terutama untuk kelahiran mati
pada trimester ketiga (Neilson, 2007).
Sejumlah upaya telah dilakukan untuk mengkategorikan penyebab dari
kematian janin rata-rata lebih dari 20 minggu usia kehamilan menggunakan
sistem klasifikasi. Belum ada satupun yang dapat diterima secara universal, dan
kesemuanya memiliki keuntungan dan kerugian masing-masing.
Kesimpangsiuran lebih lanjut muncul dari penggunaan definisi kematian janin
yang berbeda-beda antarsistem, dan penyertaan kematian neonatal dalam
beberapa (tetapi tidak semua) skema klasifikasi. Skema klasifikasi yang populer
meliputi klasifikasi klinikopatologis Aberdeen dan skema klasifikasi
Wigglesworth yang mungkin paling umum digunakan saat ini. Baru-baru ini,
Gardosi dan koleganya mengembangkan sistem baru yang mengurangi proporsi
kelahiran mati yang tidak dapat dijelaskan secara substansial dibandingkan
dengan skema klasifikasi tradisional. Akan tetapi, sistem ini menggunakan
proporsi yang sangat besar (43%) dari kematian karena restriksi pertumbuhan
janin (fetal growth restriction), yang mungkin lebih merupakan keterkaitan
(association) dibandingkan sebab (cause) dari kematian janin (lihat di bawah ini).
Saat ini terdapat dialog yang sedang berlangsung di antara para peneliti di
seluruh penjuru dunia untuk menciptakan persetujuan mengenai sistem yang
seragam guna memfasilitasi perbandingan tingkat kematian janin dan penelitian
terhadap penyebabnya serta pencegahan kematian janin.
Penting untuk membedakan antara kondisi memang sudah jelas dan
pasti menyebabkan kematian janin dan kondisi-kondisi lain yang berkaitan
dengan kondisi tersebut. Kondisi-kondisi lain ini terdapat dalam banyak kasus
kelahiran hidup dan tidak selalu menyebabkan kematian janin yang tidak dapat
dihindari. Pembedaan ini tidak hanya secara akademis; tetapi juga memiliki
implikasi penting untuk praktek klinis dan konseling pada pasangan yang
mengalami kematian janin.
Intra Uterine Fetal Death menurut WHO diklasifikasikan sebagai
early, intermediate, dan late fetal death, berdasarkan umur kehamilan. Intra
Uterine Fetal Death pada umur kehamilan 28 minggu atau lebih diklasifikasikan
kedalam late fetal death. Intermediate fetal death adalah fetal death yang terjadi
lebih dari usia kehamilan 20 minggu dan kurang dari usia kehamilan 28 minggu.
Sedangkan early fetal death diklasifikasikan fetal death yang terjadi kurang dari
20 minggu usia kehamilan, walaupun beberapa kalangan memakai batasan umur
kehamilan 24 minggu (WHO 2008).
 
2.3.4. Diagnosis
Kematian janin dapat berhubungan dengan terhentinya pergerakan
janin yang dirasakan sebelumnya atau berkurangnya gejala-gejala yang
berhubungan dengan kehamilan seperti mual. Dalam beberapa kasus, wanita akan
mengalami perdarahan, kram, atau persalinan. Meski demikian, banyak pasien
dengan kematian janin yang tidak mengalami perdarahan atau kontraksi, dan
kematian janin dapat mendahului gejala-gejala klinis pada waktu yang bervariasi
dan seringkali berkepanjangan. Diagnosis yang jelas dapat dicapai dengan
ultrasonografi real-time yang dapat mengkonfirmasi adanya janin dan tidak
terdapatnya denyut jantung pada janin. Jika pengguna USG yang bersangkutan
belum berpengalaman, diagnosis sebaiknya dikonfirmasi oleh otoritas lain yang
memiliki keahlian yang dibutuhkan (Robert Silver, 2007).
 
1.4    Sel Natural Killer (NK)
Sel natural killer (NK) merupakan jenis limfosit yang berperan dalam
sistem imunitas sebagai lini pertahanan pertama dan mempunyai fungsi yang
sanagat penting dalam imunologi reproduksi. Sel NK merupakan limfosit
granular besar (LGL) dan banyak ditemukan pada uterus wanita hamil.
Pengetahuan mengenai fungsi sel NK pada uterus sampai saat ini masih terbatas.
Jumlah sel NK yang sangat banyak pada saat awal kehamilan menunjukkan
bahwa sel tersebut memiliki peranan yang penting dalam kehamilan seperti
pertahanan terhadap infeksi dan juga dalam pengaturan sistem imunitas maternal
yang dapat memperngaruhi implantasi dan plasentasi (Rodrigues et al, 2013).
Gambar 5. Sel NK dan Reseptornya (Moffett-King, 2012)
 
Secara fenotip, terdapat ekspresi reseptor CD 56 dan CD 16 pada
permukaannya. Berdasarkan konsentrasi antigen CD56, sel NK dibagi menjadi
dua subpopulasi, yaitu CD56dim dan CD56bright. Sel NK yang memiliki tingkat
ekspresi CD56 yang tinggi disebut dengan CD56bright, sedangkan jenis lain disebut
dengan sel CD56dim, sel yang terakhir disebutkan menyusun sebagian besar sel
NK pada darah perifer. Sel CD56dim berhubungan dengan aktivitas sitotoksitas
yang tinggi sedangkan sel CD56bright mensekresikan sitokin pada tingkat yang
lebih tinggi. Sel NK pada mukosa uterus berbeda dari sel yang ditemukan pada
bagian tubuh lain karena pada uterus sel NK lebih banyak mengandung sel
CD56bright. Sel NK pada mukosa uterus memiliki tingkat sitotoksitas yang rendah,
namun dapat mensekresikan sitokin yang berbeda, kemokin dan faktor
pertumbuhan (Rodrigues et al danWallace et al, 2013).
Sel NK memproduksi beberapa sitokin yang berperan dalam
plasentasi, antara lain Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF) dan leukaemia inhibitory factor (LIF) yang
membantu dalam stimulasi implantasi plasenta dan pertumbuhan trofoblas
(Nieuwenhovenet al, 2008).
Sitokin lain yang diproduksi oleh sel NK yaitu transforming growth
factor β (TGFβ)memberikan efek yang menghambat proliferasi dan diferensiasi
trofoblas. Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa sel NK menghasilkan sitokin
tipe I seperti (TNF-α) dan (IFN-γ) yang memberikan efek negatif pada implantasi
dan invasi trofoblas. TNF-α memberikan stimulasi apopotosis terhadap sel
trofoblas dan IFN-γ meningkatkan kemampuan sel sitokin tersebut. TNF-α dan
IFN-γ juga dapat menghambat perkembangan fetus dengan cara mengaktivasi
prorombinase sehingga dihasilkan trombin. Aktivasi trombin mengakibatkan
terjadinya pembekuan darah dan pembentukan interleukin-8 yang akan
menyebabkan sel endotelial untuk menghentikan aliran darah ke plasenta yang
sedang berkembang (Nieuwenhovenet al, 2008).
Banyak penelitian yang menunjukkan bahwa sel NK desidua memiliki
fungsi yang khusus, sebagai contoh pola ekspresi gen yang cukup berbeda pada
sel NK desidua dari sel NK perifer .Beberapa penelitian mengenai sel NK
desidua fokus pada interaksi dengan molekul HLA, karena sel NK desidua
mengalami kontak dengan sel trofoblas ekstravili yang mengekspresikan HLA-C,
HLA-G, HLA-E dan HLA-F. Pada umumnya ekspresi reseptor yang berbeda
pada sel NK desidua bervariasi antar individu. (Paola Vacca et al 2013)
2.5. Ekspresi Human Leukocyte Antigen-E (HLA-E) pada Intra Uterine
 Fetal Death
Hampir 50 tahun yang lalu, Sir Peter Medawar menyatakan  bahwa
solusi terhadap teka-teki alograf janin mungkin dapat dijelaskan oleh adanya
suatu netralitas imunologis. Bahkan Witebsky dan Reich telah menemukan
bahwa trofoblas manusia tidak memiliki antigen-antigen golongan darah.
Kemudian, banyak periset memfokuskan diri pada penentuan ekspresi antigen-
antigen kompleks histokompabilitas mayor (major histocompability complex,
MHC) di trofoblas. Antigen leukosit manusia (Human Leukocyte antigen, HLA),
berdasarkan kesepakatan internasional, adalah analog kompleks
histokompabilitas mayor pada manusia  (Rizzo, 2011).
Antigen MHC kelas II tidak ditemukan di trofoblas pada semua tahap
gestasi (Veenstra, 2007). Pada mencit, sebelum implantasi blastokista, antigen
MHC kelas I di trofektoderm diekspresikan dengan kadar rendah, tetapi antigen-
antigen ini lenyap pada saat implantasi, dan tidak akan muncul kembali hingga
kemudian di plasenta matang pada subpopulasi trofoblas tertentu. Implantasi
normal bergantung pada invasi terkontrol trofoblas terhadap endometrium atau
desidua dan arteri spiralis ibu suatu mekanisme yang memungkinkan namun
kemudian membatasi invasi trofoblas. Mereka menyarankan bahwa sistem
semacam itu melibatkan limfosit granular besar (Large Granular Lymphocyte,
LGL) uterus dan ekspresi unik gen HLA kelas I monomerik spesifik (atau
ketiadaannya) di trofoblas (Hunt et al, 2006).
Gen-gen HLA adalah produk dari lokus-lokus genetik MHC yang
terletak di lengan pendek kromosom 6. Terdapat 17 gen HLA kelas I, yang terdiri
dari tiga gen klasik. Tiga gen klasik tersebut- HLA-A, HLA-B, HLA-C  -
mengkode antigen transplantasi mayor kelas I(a). Tiga gen kelas I(b) lainnya,
yang disebut HLA-E, HLA-F, HLA-G juga mengkode antigen HLA kelas I.
Sekuens DNA sisanya tampaknya merupakan pseudogen atau fragmen gen
parsial (Favier, 2007).
 
Gambar 2.4.1. HLA-E diekspresi di trofoblas (kim kaessar, 2010)
Selama kehamilan, sistem imun ibu selalu mengadakan kontak
langsung dengan sel dan jaringan janin yang bersifat semi alogenik. Oleh karena
itu, harus terdapat berbagai mekanisme untuk memodulasi dan mengurangi
respon sistem imun maternal terhadap stimulus di atas. HLA-E menghambat lisis
sel yang diinduksi oleh sel T dan sel NK melalui interaksi langsung dengan
reseptor ILT2, ILT4, KIR2DL4 sehingga sel trofoblas yang invasif akan
mengekspresikan HLA-Ib pada permukaan selnya dan akhirnya tidak mengalami
lisis yang dipicu oleh sel NK. Kuatnya ekspresi HLA-G pada sel trofoblas sangat
invasif jika digabungkan dengan ekspresi HLA-E dan HLA-F dalam palsenta
akan menghambat terjadinya komplikasi tersebut.
Gambar 2.4.2. Reseptor HLA-E (Hunt et al, 2006) 
Limfosit granular besar diperkirakan adalah sel limfoid, berasal dari
sumsum tulang, dan merupakan turunan sel natural killer (NK). Sel-sel ini
terdapat dalam jumlah besar hanya pada fase midluteal siklus- pada waktu
diharapkan terjadinya implantasi. LGL ini memiliki fenotipe tertentu yang
ditandai oleh tingginya konsentrasi CD56 atau neural cell adhesion molecule di
permukaannya (Hunt, 2006).
Menjelang akhir fase luteal pada siklus ovulatorik nonfertil, inti sel
LGL mulai mengalami disintegrasi. Apabila terjadi implantasi blastokista, sel-sel
ini akan menetap di desidua selama minggu-minggu pertama kehamilan. Namun
pada kehamilan aterm, LGL yang ada di desidua relatif sedikit. Diperkirakan
bahwa LGL terlibat dalam pengendalian invasi trofoblas. Sel-sel ini
mengekspresikan sejumlah besar granulocyte macrophage-colony stimulating
factor (GM-CSF), yang mengisyaratkan bahwa LGL pada desidua trimester
pertama berada dalam keadaan aktif, GM-CSF berfungsi terutama bukan untuk
mendorong replikasi trofoblas tetapi lebih untuk mencegah apoptosis trofoblas.
Menurut teori itu, LGL dan bukan limfosit T-lah yang terutama bertanggung
jawab atas ketahanan imunologik di desidua (Hunt 2006).
HLA-E diekspresikan hanya pada manusia. Bahkan antigen HLA-E
hanya ditemukan pada sitotrofoblas ekstravilus di desidua basalis dan korion
leave. HLA-E tidak terdapat di trofoblas vilus, baik di sinsitium maupun
sitotrofoblas. HLA-E diekspresikan di sitotrofoblas yang berhubungan dengan
jaringan ibu (sel desidua). Selama kehamilan terjadi peningkatan suatu bentuk iso
utama yang larut (Hunt dkk, 2006). Dihipotesiskan bahwa HLA-E secara
imunologis bersifat permisif terhadap ketidakcocokan antigen antara ibu dan
janinnya (Bouteiller dkk, 2007).
Janin merupakan semiallogenic graft karena dihasilkan dari kontribusi
ibu dan ayah. Meskipun aloantigen fetal yang dikode oleh gen ayah dapat
memprovokasi respon maternal sehingga janin dapat ditolak, namun hal ini tidak
terjadi dan keadaan ini dikenal dengan istilah immunological paradox of
pregnancy. Keajaiban ini merupakan tantangan dalam bidang imunologi.
Toleransi ibu terhadap janin dapat diterangkan dengan teori reaksi alogenik yang
bersifat bipolar, yaitu merusak dan reaksi penguat. Efek merusak seperi reaksi
penolakan ditemui misalnya pada transplantasi. Dihasilkan zat antibodi yang
bersifat sitotoksik dan merusak target antigenik. Efek penguat (enhancing effect)
bekerja dengan cara memberi respon humoral yang dapat mengimbangi reaksi
penolakan dan menimbulkan efek positif pada target antigenik. Reaksi fasilitasi
ini pada kehamilan lebih dominan daripada reaksi merusak (Roussev, 2007).
Pentingnya peranan sitokin dalam simbiosis maternal-fetal telah
dilaporkan selama tahun-tahun berikutnya. Meskipun demikian, stimulus
antigenik trofoblastik, yaitu sel-sel maternal yang terstimulasi untuk dimulainya
enhancing respone, dan faktor-faktor pasti yang memodulasi pergeseran Th2
masih belum jelas. Beberapa penelitian telah menyelidiki signifikansi molekul-
molekul beberapa sistem antigenik, yang diekspresikan pada trofoblas (MHC,
antigen-antigen eritrosit, protein regulasi komplemen, reseptor-reseptor Rc,
berbagai isoenzim, molekul adhesi, protein R80k, dan sebagainya), namun tidak
ada antigenisitas spesifik yang terbukti. Meski demikian, molekul-molekul
trofoblastik spesifik dan berbagai protein yang dihasilkan oleh trofoblas
tampaknya memodulasi pola sitokin ke arah ekspresi sitokin-sitokin Th2. Hsp,
pregnancy-specific β1-glycoprotein, dan meningkatnya ekspresi molekul HLA-E
diduga menstimulasi makrofag endometrial untuk menghasilkan IL-10, yang
membantu pergeseran Th-2. Sel-sel desidua kemungkinan juga menghasilkan
sitokin-sitokin Th2 dengan kadar tinggi setelah berinteraksi dengan molekul
DE1d trofoblastik yang menyajikan antigen glikolipid pada populasi sel-sel
spesifik yang mengandung reseptor sel T dan sel NK. Selain itu, ikatan LIF yang
diproduksi oleh sel-sel desidua terhadap reseptornya (LIF-R) pada
sinsitiotrofoblas kemungkinan membantu pertumbuhan dan differensiasi plasenta
serta pergeseran Th-2. Pada akhirnya, HCG yang dihasilkan oleh trofoblas
menginduksi produksi progesteron oleh korpus luteum. Melalui suatu protein
imunoregulator yang dikenal sebagai progesterone-induced blocking factor
(PIBF) progesterone kemungkinan menginduksi dihasilkannya IL-2 oleh limfosit
 sehingga meningkatkan respon Th2 (shaikly et al 2010).
Konsep pergeseran Th2 sebagai konsep tunggal dalam pemeliharaan
kehamilan harus dipandang sebagai penyederhanaan mekanisme-mekanisme
pembantu kehamilan yang dimediasi sitokin pada antarmuka fetomaternal. Hal
lain yang tidak dapat diabaikan adalah pada tahap-tahap pertama kehamilan, IFN-
ɣ, sebuah sitokin Th1, turut berkontribusi terhadap perkembangan vaskuler dan
remodelling arteria spiralis uterina yang diperlukan untuk implantasi dan
keberhasilan gestasi. Selain itu, harus diingat pula bahwa jaringan sitokin pada
antarmuka fetomaternal sangatlah kompleks dan embrio telah digambarkan
sebagai ‘bathing in the sea of cytokines’. Populasi sel yang berbeda potensial
juga turut terlibat dalam produksi sitokin Th2, Th1, dan sitokin-sitokin lainnya
(IL-2, IL-15, IL-18), kemokin, dan growth factors yang mengendalikan
differensiasi dan aktivasi sel imun secara lokal. Sebuah sitokin yang
mengendalikan pergeseran kearah respon Th1 (IL-12) koeksis dengan sitokin
lainnya yang membantu respon Th-2 (IL-10) dan hal ini kemungkinan diatur oleh
faktor-faktor regulasi primer yang bersifat kompetitif. Peran regulasi dan
kompetitif ini dimainkan oleh hormon-hormon seperti (hCG, progesteron, dan
relaxin), yang sekresinya diinduksi oleh sitokin pada saat bersamaan ketika
hormon-hormon tersebut mengendalikan sekresi sitokin. Sebagai contohnya,
sitokin-sitokin tipe Th2 menginduksi sekresi hCG oleh trofoblas, yang akan
menstimulasi korpus luteum untuk menghasilkan progesterone. Progesterone
meningkatkan produksi sitokin-sitokin Th2 yang berkompetisi dengan relaxin
(yang juga diproduksi oleh korpus luteum dan meningkatkan produksi sitokin-
sitokin Th 1 (LeMaoult, 2007).
Walaupun sitokin-sitokin Th-2 merupakan ciri khas respon imun
dalam kehamilan normal, pergeseran Th-2 hanyalah bagian dari respon imun
yang khusus. Berbagai mekanisme yang berbeda bekerja secara lokal atau dari
tempat lain untuk menjamin toleransi sistem imun maternal terhadap tandur
semialogenik tersebut. Oleh sebab itu, toleransi dimodulasi oleh efek kumulatif
dari faktor-faktor preimplantasi, molekul-molekul yang diekspresikan pada
trofoblas, serta sel-sel imun desidual. Perubahan yang terjadi pada faktor-faktor
metabolik, hormon, dan sitokin ketika ovulasi, koitus, dan fertilisasi akan
mengakibatkan imunosupresi lokal pada traktus genitalia maternal dan
menyiapkan uterus untuk implantasi blastokista. Molekul-molekul trofoblastik
dapat dikenali oleh sel-sel imun maternal secara spesifik sebagai aloantigen atau
dapat bertindak sebagai molekul-molekul penyaji antigen, ataupun memiliki
fungsi imunosupresif/imunomodulator. Sel-sel imun desidual dapat meregulasi
respon imun melalui produksi sitokin dan growth factors serta pengenalan
molekul-molekul trofoblastik spesifik, supresi reaksi-reaksi sitotoksik dan
kontrol trophoblast invention dan toksisitas sel NK (Hviid, 2006).
Berbeda dengan kehamilan normal, pada abortus dan IUFD terjadi
predominasi respon tipe Th-1 atau berkurangnya produksi sitokin-sitokin Th-2.
Sebagai respon terhadap adanya konseptus atau antigen lainnya, limfosit desidua
akan mengeluarkan sitokin Th-1 proinflamasi seperti IL-2, IFN-α, dan TNF α,
yang memiliki efek merugikan terhadap perkembangan embrio. Penolakan fetus
terjadi melalui proses inflamasi yang diinduksi reaksi imunitas (hipersensitivitas
tipe lambat yang mengakibatkan infiltrasi limfosit pada trofoblas), degradasi
jaringan (reaksi sitotoksik yang mengakibatkan kerusakan trofoblas oleh sel NK
dan antibodi sitotoksik yang diproduksi oleh subpopulasi sel limfosit B spesifik),
serta koagulasi (upregulasi protrombinase fgl2 yang mengakibatkan vaskulitis
sehingga mempengaruhi suplai darah maternal terhadap embrio). Selain respon
tipe Th1 mekanisme lain yang diduga berperan sebagai respon terhadap
kehamilan normal telah dijumpai pula pada abortus (yaitu gangguan katabolisme
triptofan dan berkurangnya apoptosis) (Hunt, 2006).
Mekanisme spesifik mengenai penyebab penolakan fetus masih belum
dapat dijelaskan secara pasti, karena tidak ada mekanisme spesifik tunggal yang
diketahui penting untuk mempertahankan keberhasilan suatu kehamilan. Diduga
bahwa gangguan pada satu atau lebih mekanisme yang menyebabkan toleransi
pada kehamilan normal dapat terjadi pada keadaan stress dan mengakibatkan
reaksi penolakan fetus tersebut. Gangguan-gangguan yang terjadi meliputi: a)
tidak adanya faktor proimplantasi imunosupresif pada traktus genitalis wanita, b)
tidak adanya supresi spesifik imunodependen pada lokasi pertemuan
fetomaternal, c) ekspresi yang tidak sesuai atau gangguan pengenalan molekul-
molekul imunoregulator dan trophoblastik oleh sel-sel desidua, termasuk
gangguan pada NK allorecognition system. Semua gangguan-gangguan tersebut,
baik secara sendiri-sendiri atau gabungan beberapa diantaranya, akan
mengganggu keseimbangan toleransi maternal terhadap embrio dan selanjutnya
mengakibatkan ‘penolakan’ dari sistem imun ibu, yang pada akhirnya terjadilah
fetal death (Hunt, 2006; Korteweg, 2009)
 
 
 
 
 
 
 
 
2.6. Kerangka Konseptual
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2.6.1 Keterangan Kerangka Konsep
Selama kehamilan, sistem imun ibu selalu mengadakan kontak langsung
dengan sel dan jaringan janin yang bersifat semi alogenik. Gen HLA-E
merupakan versi dari gen major histocompatibility complex (MHC) yang
diekspresikan pada manusia, yang bertanggung jawab terhadap pengenalan
limfosit, antigen dan pengaturan system imun. Kemampuan trofoblas untuk
melakukan invasi ke uterus akan berkurang dan dihalangi untuk menginvasi
uterus akan berkurang jika ekspresi HLA-E menurun karena dianggap sebagai
non self. Pada saat yang sama sel NK maternal akan menghancurkan trofoblas
yang kekurangan HLA-E ini. Tanpa invasi trofoblas yang tepat maka arteri
maternal tidak akan dibentuk ulang sehingga aliran uteroplasenter menurun dan
terjadi hipoksia/iskhemi plasenta yang menyebabkan preeklampsia berat.
Keadaan tersebut mendukung beberapa hipotesis bahwa pertumbuhan janin
terhambat disebabkan oleh abnormalitas pengenalan imun lokal antara ibu dan
janin pada uteroplasenta.
Pada awal kehamilan terdapat peningkatan jumlah leukosit dalam sel
desidua termasuk sel Natural Killer (NK) dan sitokin. Sel NK uterus yang
diisolasi pada trimester pertama desidua mensekresikan sitokin yang bersifat
embriotoksik antara lain TNF-α., TGFβ dan IFN-γ. Pada kehamilan normal,
HLA-E berikatan dengan sel NK melalui reseptor CD94/NKG2A ikut serta
mempengaruhi pembentukan trofoblas, implantasi plasenta, remodeling vaskuler,
perkembangan janin dan mempertahankan kehamilan dengan cara mencegah
terjadinya ekspresi yang berlebihan dari sitokin embriotoksik yang dihasilkan
Preeklampsia,usia ibu,DM,
inherited trombophilas,sistem
lupus eritomatous,IUGR,
infeksi,cord accident,insuf
plasenta
Konsepsi
HLA-E rendah
HLA-E tinggi
Sel NK tinggi
Sel NK normal
TNF-α 
TGFβ
IFN-γ
 
TNF-α normal
TGFβ normal
IFN-γ normal
 
Plasentasi
terganggu
 
Plasentasi normal
 
Intra Uterine Fetal
Death
 
Kehamilan normal
 
 
oleh sel NK (Tripathi et al, 2007).
Pada ekstravillous sitotrofoblas dihasilkan HLA-E. Yang apabila
kadarnya cukup atau meningkat akan berikatan dengan reseptor KIR2DL4, ILT-2,
dan ILT-4 sehingga meningkatkan produksi sitokin Th2 dan menurunkan Th1 dan
respon CTL (allocytotoxic T Lymphocyte). Dilain pihak apabila kadar HLA-G
kurang akan meningkatkan produksi Th1 dan CTL. Th2 yang meningkat akan
menekan aktivasi sel-sel NK, keluarnya sitokin-sitokin yang menjaga
pertumbuhan trofoblas yaitu IL-3, IL-4, IL-10, IL-13 serta CSF (Colony
Stimulating Factor) dan LIF (Leukimia Inhibiting Factor). Apabila ekspresi
HLA-E terjaga baik selama kehamilan maka kehamilan dapat berkembang
normal (Tripathi, 2007). Th1 yang meningkat akan meningkatkan aktivasi sel-sel
NK dan mengeluarkan sitokin-sitokin yang bersifat merusak bagi trofoblas yaitu
TNF-α, IFN-ɣ, TGF-β, dan IL-2. Keadaan ini akan menyebabkan intra uterine
fetal death (Hunt, 2006) (Fabio morandi et al, 2014)
 
 
 
 
 
 
 
 
1.7. Hipotesis Penelitian
1. Terdapat perbedaan Ekspresi HLA-E pada trofoblas penderita Intra Uterine
Fetal Death dengan kehamilan normal
2. Terdapat perbedaan Ekspresi sel NK pada trofoblas penderita Intra Uterine
Fetal Death dengan kehamilan normal.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB III
METODE PENELITIAN
2.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini secara observasional analitik.
2.2. Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian ini adalah penelitian potong lintang (cross sectional study)
dengan pendekatan uji klinis ekspresi HLA-E dan sel NK pada Intra Uterine
Fetal Death  dan kehamilan normal di trofoblasnya.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 6. Rancangan Penelitian
 
 
 
2.3. Lokasi dan Waktu Penelitian
Sampel diambil di Bagian Obstetri dan Ginekologi RSUD Dr.
Moewardi Surakarta sejak bulan Februari 2016 s/d April 2016 Penelitian
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran UNS
Surakarta pada bulan Februari 2016 s/d Mei 2016
 
2.4. Subjek Penelitian
Subjek pada penelitian ini adalah penderita Intra Uterine Fetal Death dan
kehamilan normal, yang melahirkan di  RS Dr Moewardi Surakarta selama bulan
Februari 2016 s/d sampel terpenuhi
​3.4.1. Kriteria Inklusi
Kriteria untuk  Intra Uterine Fetal Death adalah:
1. Usia kehamilan ≥ 20minggu  
2. Usia ibu 20-35 tahun.
3. Primigravida, multigravida
4. Tidak menderita penyakit kronis seperti penyakit
jantung, penyakit ginjal, diabetes mellitus dan penyakit
hati.
5. Bersedia menandatangani informed consent.
Sedangkan kriteria untuk kehamilan normal.
1. Primigravida dan multigravida
2. Wanita hamil berusia antara 20-35 tahun.
3. Umur kehamilan > 20 minggu, janin tunggal,
hidup, intrauterin, memanjang, presentasi
kepala, tidak ditemukan komplikasi selama
persalinan, janin dalam keadaan baik.
4. Tidak menderita hipertensi kronis, ketuban
pecah dini, penyakit jantung, penyakit ginjal,
penyakit diabetes mellitus, serta penyakit hati.
5. Bersedia menandatangani lembar informed
consent.
 
2.3.2. Kriteria Eksklusi
a. Ibu hamil dengan penyakit kronis antara lain
Diabetes Militus, kelainan ginjal, kelainan jantung
hipertensi kronis, infeksi kronis, tidak merokok, tidak
anemia, bukan riwayat pecandu alkohol/morfin.
b. Kehamilan kembar
c. Ibu hamil dengan  ketuban pecah dini, infeksi
intrauterine dan infeksi lain
d. kelainan kongenital janin
Kelompok kasus adalah subjek dengan Intra Uterine Fetal death
sedangkan kelompok kontrol adalah subjek dengan kehamilan normal.
Pengambilan sampel dilakukan dengan cara pengambilan jaringan plasenta,
sebanyak 16 sampel jaringan penderita Intra Uterine Fetal Death dan 16
sampel jaringan plasenta kehamilan normal kemudian dilakukan
pengecatan dengan teknik immunohistokimia staining dilakukan dengan
menggunakan antibodi monoklonal anti human HLA-E dansel NK (CD94)
kemudian diamati ekspresinya secara mikroskopik pada 9 lapang pandang.
Pada kelompok kehamilan normal, pengambilan sampel jaringan plasenta
tidak dihomogenkan dengan umur minggu terjadinya Intra Uterin Fetal
Death (>20 minggu->40 minggu)
 
2.4. Besar Sampel
Rumus untuk menghitung besar sampel untuk rancangan cross sectional
adalah:
 
 
Keterangan:
1. Z1-α/2 = Nilai Zα pada kurva normal (1,96)
2. p = Prevalensi paparan pada populasi
3. q = 1-p
4. d = delta, Presisi absolute atau margin of error yang
diinginkan di kedua sisi proporsi  (+/-5%)
5. Zα = nilai studi normal yang besarnya tergantung α
n= Z21-α/2. p. q
​d2
​ ​ ​Bila α = 0,05 à Zα = 1,96
​ ​ ​Bila α = 0,01 àZα = 2,57
(Murti, 2010)
Dari Tinjauan Pustaka didapatkan bahwa prevalensi fetal death 6,4 dari
1000 penduduk. (Silver, 2007). Maka besar sampel adalah:
 
  = 15,76 ≈ 16 sampel
Dari rumustersebutdidapatkanbesarsampel minimal 16 sampel Intra
Uterine Fetal Death dan 16 sampel kehamilan normal.
2.5. Variabel Penelitian
2.5.1. Variabel Bebas
Ekspresi Human Leucocyte Antigen-E dan Nature Killer cell
Variabel Terikat
​Intra Uterine Fetal Death, kehamilan normal
2.6. Definisi Operasional
1. Kehamilan normal adalah kehamilan dimana semenjak
hamil sampai melahirkan tidak ada komplikasi
2. Intra Uterine Fetal Death adalah kematian dari produk
kehamilan didalam rahim > 20 minggu dan dengan berat
janin > 500 gr.
3. HLA-E adalah antigen yang dihasilkanoleh gen HLA pada
kromosom yang berperanan mempertahankan toleransi
maternal selama Kehamilan yang diukur dengan mikroskop
cahaya dilakukan pengamatan sebanyak 9 lapang pandang
4. Sel NK adalah limfosit yang mempunyai partikel yang
berisi sitoplasma yang besar berperanan sebagai sel
pembunuh sehingga menyebabkan toleransi maternal
terganggu. yang diukur dengan mikroskop cahaya
dilakukan pengamatan sebanyak 9 lapang pandang
 
 
 
 
2.7. Prosedur Penelitian
1. Memilih kelompok penelitian dan kontrol. Kelompok
penelitian dan kontrol adalah ibu hamil yang
memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi yang
memeriksakan diri di RSUD Dr. Moewardi Surakarta
2. Kelompok penelitian adalah kelompok yang di
diagnosis dengan Intra Uterine Fetal Death serta
memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi yang telah
ditetapkan.
3. Kelompok kontrol adalah kelompok yang di diagnosis
dengan hamil normal, serta memenuhi kriteria inklusi
dan eksklusi yang telah ditetapkan.
4. Kedua kelompok kemudian dilakukan pemeriksaan
kadar ekspresi HLA-E dansel NK di laboratorium
Patologi Anatomi FK UNS, ekspresi HLA-E
ditunjukkan dengan warna merah kecoklatan pada
trofoblast, diperiksa pada 9 lapang pandang, hasil yang
ditunjukkan merupakan nilai rerata ekspresi HLA-E
dan sel NK dari 9 lapang pandang
5. Hasilnya kemudian dilakukan uji statistik perbedaan
ekspresi HLA-E dansel NK  dengan uji t independen.
 
 
 
 
 
2.8. Alat dan Bahan Penelitian
Pembuatan Slide jaringan
a. Alat:
- Cassette tissue ​ ​ ​ ​- Beaker glass
- Mikrotom ​ ​ ​ ​ ​- Poly L-Lysine slides
- Deckglass ​ ​ ​ ​ ​- Humidity chamber
vertical
- Humidity chamber horisontal ​ ​- Mikro pipet 10 µl
- Mikro pipet 100 µl ​ ​ ​ ​- Mikro pipet 1000 µl
- PCR tube ​ ​ ​ ​ ​- Shaker
b. ​Bahan
- Formalin buffer ​- Alkohol 95%, 80%, 70%, 50%.
- Xylol ​- Parafin
- Aquadest ​- Buffer sitrat pH 6
- PBS pH 7,2 - 7,4 ​- Metanol H2O2 0,3%
- Bloking serum ​- HLA-E dan CD94
- Antibodi sekunder: biotin ​- Streptavidin
-Substrat enzim peroksidase: DAB ​- Hematoxylin
- Canada balsam ​- Kapas atau tissue
 
 
 
 
 
2.9. Cara Kerja
1. Pembuatan Slide Jaringan
2. Jaringan kotiledon plasenta dari persalinan difiksasi terlebih
dahulu dengan menggunakan larutan formalin buffer selama 8
jam atau maksimal 48 jam. Masukan jaringan ke dalam
cassette tissue dan rendam dalam alkohol 50% , 70% , 80%,
 95%, kemudian dilakukan pembersihan menggunakan xylol 3
kali masing masing 60 menit. Kemudian dilakukan proses
embedding yaitu direndam dalam paraffin cair dengan titik
lebur 58 C pada suhu 45 C dalam incubator selama 18 jam,
kemudian dibuat blok paraffin. Keesokan harinya ditempelkan
pada holder dan dilakukan pemotongan setebal 4-5 mikron
dengan rotary microtome. Diletakkan pada slides poly L-
lysine. Gelas objek  hasil parafin blok  direndam dalam xylol 4
kali  masing-masing selama 5 menit. Setelah itu dilakukan
rehidrasi menggunakan alkohol berseri (absolut, 95%, 70%)
 kemudian dibilas dengan  dengan aquadest (H2O) selama 5
menit.
3. Imunohistokima HLA-E
4. Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 dua kali selama 5 menit.
Tetesi dengan endogenous  peroksidase methanol H2O2  0,3%
 selama  15 menit kemudian bilas  dengan air mengalir  selama
5 menit dan cuci kembali dengan aquadest selama 5 menit.
Cuci kembali dengan mengguanakan PBS selama 2 x 5 menit.
Kemudian retrival dengan buffer Tris EDTA pH 9 pada
microwave atau declocing chamber.  Tunggu sampai dingin
setelah itu dicuci dengan PBS selama 2 x 5 menit dan tetesi
dengan background snifer. Tiriskan, kemudian tetesi dengan
monoclonal antibodi HLA-E yang telah disiapkan. Inkubasi
pada suhu 4 E  selama 18 jam. Cuci dengan PBS kembali
selama 2 x 5 menit. Tetesi dengan antibodi sekunder (trekkie
universal libk) selama 15 menit cuci dengn PBS 2 x 5 menit.
Tetesi dengan streptavidin selama 10 menit, cuci dengan PBS
selama 2x5 menit kemudian pemberian substrat enzim
peroksidase: dietyl amino benzyn selama 10 menit. Cuci
dengan air selama 5 menit dan tetesi dengan hematoxylin
selama 2 menit dan cuci dengan air mengalir selama 5 menit.
Mounting menggunakan entelan  dan tutup dengan cover glass.
Amati pada mikroskop cahaya. Ekspresi HLA-E dan sel NK
ditunjukkan dengan warna coklat kemerahan pada trofoblas.
Pengamatan dilakukan sebanyak 9 lapangan pandang. Nilai
prosentase yang ditampilkan adalah nilai rerata prosentase
ekspresi HLA-E dan sel NK perlapang pandang tersebut.
Penilaian makna tampilan HLA-E dan sel NK dinyatakan
sebagai Skor Histologi (SH) dilakukan berdasar rumus sebagai
: SH = (PK X IK) + (PS X IS) + (PL X IL) + (PN X IN)
Keterangan :
​P = Prosentase ​ ​K = Kuat ​ ​N =
Negatif
​I  = Intensitas ​ ​L = Lemah ​ ​S =
Sedang
​Nilai P (Prosentase jumlah sel): ​ ​Nilai I
(Intensitas)
​< 25 % ​ ​: nilai 1 ​ ​ ​0 : negatif
​26 – 50 % ​: nilai 2 ​ ​ ​1 : positif
lemah
​51 – 75 % ​: nilai 3 ​ ​ ​2 : positif
sedang
​>75 % ​ ​: nilai 4 ​ ​ ​3 : positif
kuat
 
Tabel 1: Skor Histologis HLA-E dan sel NK ​
Interval Nilai Makna Kualitatif
0,00 – 3,75 Negatif
3,76 – 7,50 Positif lemah
7,51 – 11,25 Positif sedang
11,26 – 15,00 Positif kuat
(Sumber : Barut et al, 2010; Lin dan Prichard, 2011)
2.10. Analisis Data
Data yang diperoleh dikumpulkan dan dibandingkan
kemaknaannya secara statistik menggunakan uji t independent dengan
menggunakan SPSS versi 17.00 for Windows.
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB IV
HASIL PENELITIAN
 
A. Karakteristik Subjek Penelitian
Subjek penelitian adalah 32 ibu hamil yang melahirkan di RSUD Dr.
Moewardi Surakarta yang terbagi  dalam 2 kelompok yaitu 16 orang ibu hamil
dengan IUFD (Intra Uterine Fetal Death) dan 16 orang ibu hamil partus normal
yang semuanya memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi.
Tabel 1.Sebaran dan Keragaman Data Subjek Penelitian
Variabel N    Min    Max   Rerata      SD
Umur ibu (tahun) 32 19.00 35.00 28.06 5.07
Umur kehamilan (minggu) 32 26.00 40.00 36.71 3.70
Tekanan darahSistole (mmHg) 32 11.00 190.00 122.53 33.56
Tekanan darah diastole (mmHg) 32 60.00 130.00 80.78 18.88
Haemoglobin (gr/dl) 32 6.00 15.70 12.40 2.04
Ureum (mg/dl) 32 7.00 23.00 15.28 4.80
Kreatinin (mg/dl) 32 0.40 1.20 0.72 0.20
SGOT (U/I) 32 14.00 587.00 58.06 109.04
SGPT (U/I) 32 6.00 202.00 29.46 48.84
Gula Darah Sewaktu (mg/dl) 32 67.00 110.00 92.81 10.89
HLA-E 32 0.22 146.46 37.18 30.43
NK-CELL 32 9.98 161.71 49.24 39.40
 
Variabel N %  
Pendidikan
- Dasar
- Menengah
 
3
29
 
9.4
90.6
 
Pekerjaan
- Bekerja
- IRT
 
26
6
 
81.3
18.7
 
 
Dari data diatas didapatkan  bahwa rerata variable umur ibu hamil adalah
28.06 + 5.07 tahun dengan umur kehamilan rerata berusia 36.71 +  3.7 minggu.
Rerata tekanan darah sistole 122.53 + 33.56 mmHg  dan tekanan darah diastole
80.78 + 18.88 mmHg. Kadar Haemoglobin rerata 12.40 + 2.04 gr/dl, Gula Darah
Sewaktu rerata 92.81 + 10.89 mg/dl, ureum rerata 15.28  +  4.80 mg/dl, kreatinin
rerata 0.72 +  0.20 mg/dl, SGOT rerata 58.06  +  109.04 U/I dan SGPT dengan
 rerata 29.46  +  48.84 U/I. Pasien dengan pendidikan dasar sebanyak 3 orang
(9.4%) dan pendidikan menengah sebanyak 29 orang (90.6%). Sebanyak 26
kasus (81.3%) adalah wanita bekerja dan 6 kasus (18.7%) adalah ibu rumah
tangga (IRT).
​Analisis statistik mengunakan uji normalitas Kolmogorov-Smirnoff
terhadap variabel penelitian umur ibu, umur kehamilan, tekanan darah sistole,
tekanan darah diastole, kadar  hemoglobin, ureum, kreatinin, gula darah
 sewaktu, SGOT dan SGPT rerata sampel  subyek  penelitian  pada  kelompok
 kasus dan kelompok  kontrol  tidak didapatkan perbedaan yang bermakna
(Kolmogorov-Smirnoff > 0.05). Lampiran  4 dan 5.
Tabel2. Uji Beda Rerata (Uji Bivariate) Subyek
Penelitian Menurut Kelompok IUFD dan Kelompok
Normal
Variabel Kelompok N Mean SD Nilai p
Umuribu (tahun)
 
IUFD 16 27.3750 5.58 0.45
 Normal 16 28.7500 3.29  
Umur kehamilan (minggu) IUFD 16 35.12 5.69 0.01*
 Normal 16 38.31 4.46  
Tekanan darah Sistole (mmHg) IUFD 16 132.56 4.64 0.10
 Normal 16 112.50 1.13  
Tekanan darah Diastole
(mmHg)
IUFD 16 87.81 45.35 0.03*
 Normal 16 73.75 7.52  
Haemoglobin (gr/dl) IUFD 16 11.67 24.01 0.04*
 Normal 16 13.13 7.41  
Ureum (mg/dl)
 
IUFD 16 15.81 2.26 0.54
 Normal 16 14.75 1.54  
Kreatinin (mg/dl) IUFD 16 0.74 5.28 0.60
 Normal 16 0.70 4.37  
SGOT (U/I) IUFD 16 97.56 0.20 0.04*
 0.04*
 Normal 16 18.56 0.19  
SGPT (U/I) IUFD 16 45.31 145.72 0.07
 Normal 16 13.62 3.34  
Gula Darah Sewaktu (mg/dl) IUFD 16 95.56 66.08 0.16
 Normal 16 90.06 5.26  
      Nilai significan : p<0.05
 
 
 
Variabel IUFD Normal p
 N % N %  
Pekerjaan
Bekerja
IRT
 
12
4
 
75.0
25.0
 
14
2
 
87.5
12.5
 
0.36
Pendidikan
Dasar
Menengah
 
2
14
 
12.5
87.5
 
1
15
 
6.3
93.7
 
0.54
Nilai significan : p<0.05
 
Dari hasil uji beda rata-rata kelompok IUFD dengan kelompok hamil
normal didapatkan hasil :
a. Tidak ada perbedaan  yang bermakna untuk variable umur
ibu, tekanan darah sistole, Ureum,  Kreatinin, SGPT dan
gula darah sewaktu (nilai p > 0,05). Digunakan uji t dengan
asumsi tidak ada perbedaan varians kedua kelompok,
 karena uji Levene menunjukkan bahwa tidak ada
perbedaan varians (p>0,05).
b. Ada perbedaan yang bermakna untuk variable umur
kehamilan, tekanan darah diastole, kadar  hemoglobin dan
SGOT antara kelompok IUFD dengan kelompok normal
dimana nilai p<0,05.  Lampiran 2.
c. Dengan menggunakan Pearson Chi-square (X2) didapatkan
bahwa tidak ada perbedaan yang bermakna untuk variabel
pendidikan dan pekerjaan (p>0.05) Lampiran 3.
 
B. Ekspresi HLA-E pada Jaringan Trofoblas Plasenta IUFD dan
Plasenta Normal
​ ​Penentuan ekspresi HLA-E pada jaringan trofoblas plasenta
dilakukan dengan pengecatan dengan teknik immunohistokimia staining
dengan menggunakan antibody monoklonal anti human HLA-E dan sel NK
(CD94) kemudian diamati ekspresinya secara mikroskopik pada  9  lapang
pandang. Tampak pada gambar 1 bahwa ekspresi HLA-E pada trofoblas
kehamilan dengan IUFD dengan perbesaran 400x, menggunakan mikroskop
Olympus seri cx21. Ekspresi HLA-E ditunjukkan gambaran warna coklat
kemerahan. Pada kehamilan dengan IUFD ekspresinya kurang kuat
ditunjukkan dengan warna kebiruan (B). Sedangkan Ekspresi HLA-E pada
trofoblas kehamilan normal dengan perbesaran 400x,  menggunakan
mikroskop Olympus seri cx21. Ekspresi HLA-E ditunjukkan gambaran warna
coklat kemerahan dengan inti meluas ke sitoplasma. Pada kehamilan normal
A. Ekspresi
HLA-E pada
trofoblas
kehamilan
normal
B.  Ekspresi HLA-E
pada trofoblas
kehamilan IUFD
ekspresinya sangat kuat ditunjukkan dengan warna coklat kemerahan (A)
 
 
 
 
 
Gambar 1. Ekspresi HLA-E pada
kehamilan normal dan kehamilan IUFD.
 
​Dengan menggunakan  metode penghitungan sebaran HLA-E (berwarna
kebiruan) sel trofoblas pada jaringan trofoblas, maka didapatkan hasil rerata
sebaran sel trofoblas per µm2 jaringan trofoblas seperti tertera pada tabel 3.
Distribusi HLA-E tampak lebih banyak pada plasenta normal (57.06+32.04 /
µm2), dibandingkan dengan IUFD (17.30+6.69 / µm2).
Variabel Kelompok N Distribusi Rerata (/µm2)
HLA-E
 
Normal 16 57.06+ 32.04
 IUFD 16                  17.32+6.69
 
Tabel 3. Distribusi Rerata ekspresi HLA-E pada Jaringan Trofoblas Kelompok
IUFD dan Kelompok Normal
 
Tabulasi hasil perhitungan distribusi  rerata HLA-E per µm2 jaringan
trofoblas, nampak peningkatan distribusi rerata HLA-E dalam jaringan trofoblas
dari kelompok normal ke kelompok IUFD.
​Hasil interpretasi grafik tampak jelas bahwa HLA-E pada kelompok
IUFD mempunyai puncak lebih rendah dibandingkan dengan kelompok normal.
(Gambar2)
 
 
Gambar 2. Distribusi Rerata HLA-E  Pada
Kelompok  Normal Dan Kelompok IUFD
 
​Analisis variable HLA-E dengan menggunakan  uji distribusi  normal
(Kolmogorov-Smirnoff) pada kelompok IUFD dan kelompok normal terdistribusi
secara normal dimana nilai p=0.43 (p>0.05) untuk IUFD dan  p=0.99 (p>0.05)
untuk kelompok normal. Lampiran 4 dan 5.
Tabel 4. Uji Beda Rerata (Uji Bivariate) HLA-E pada Jaringan Trofoblas
Kelompok IUFD dan Kelompok Normal
A.Ekspresisel NK
pada trofoblas
kehamilan dengan
IUFD
B.Ekspresisel NK pada
trofoblas kehamilan
normal
Variabel
Kelompok N Mean SD Nilai p
HLA-E
 
IUFD 16 17.30 6.69  
 Normal 16 57.06 32.04 0.00
 
Analisis uji t dengan menggunakan tingkat kepercayaan 95%, α=0,05,
membuktikan bahwa HLA-E antara kelompok normal dan kelompok IUFD
terdapat perbedaan yang signifikan dimana terdapat nilai  p=0.00 (<0.05).
Lampiran 6.
C. Ekspresi NK-Cell Pada Jaringan Trofoblas Plasenta IUFD
dan Plasenta Normal
​Penentuan ekspresi NK cell pada jaringan trofoblas plasenta dilakukan
dengan pengecatan dengan teknik immunohistokimia staining dengan
menggunakan antibodi monoklonal anti human HLA-E dan sel  NK (CD94)
kemudian diamati ekspresinya secara mikroskopik  pada  9  lapang  pandang.
Tampak pada gambar 3 bahwa ekspresi sel NK pada trofoblas kehamilan dengan
IUFD dengan perbesaran 400x,  menggunakan mikroskop Olympus seri cx21.
Ekspresi sel NK ditunjukkan gambaran warna coklat kemerahan dengan inti
 meluas  ke  sitoplasma. Pada kehamilan  dengan IUFD ekspresinya sangat kuat
ditunjukkan dengan warna coklat kemerahan (A). Sedangkan ekspresi sel  NK
 pada trofoblas kehamilan normal dengan  perbesaran 400x,  menggunakan
mikroskop Olympus seri cx21. Ekspresi sel  NK ditunjukkan  gambaran  warna
coklat  kemerahan. Pada  kehamilan  normal ekspresinya  kurang kuat
ditunjukkan dengan warna kebiruan (B).
 
 
 
 
Gambar 3. Ekspresi Sel NK pada KehamilanNormal dan Kehamilan dengan
IUFD
​Dengan menggunakan metode penghitungan sebaran NK-Cell (berwarna
coklat kemerahan) sel trofoblas pada jaringan  trofoblas, maka didapatkan hasil
rerata sebaran ke trofoblas per µm2 jaringan trofoblas seperti tertera pada Tabel 5.
Distribusi NK cell tampak lebih banyak pada plasenta IUFD (78.62+36.43 /µm2),
dibandingkan dengan normal (19.87+6.43 /µm2).
 
 
Tabel 5. Distribusi Rerata ekspresi NK Cell pada Jaringan Trofoblas Kelompok
IUFD dan Kelompok Normal
 
Variabel Kelompok         N Distribusi Rerata (/µm2)
NK Cell
 
Normal 16 19.87+6.43
 IUFD 16 78.62+ 36.43
 
​Tabulasi hasil perhitungan distribusi  rerata NK-Cell per µm2 jaringan
trofoblas, nampak peningkatan distribus  rerata NK-Cell dalam jaringan trofoblas
dari kelompok normal ke kelompok IUFD.
​Hasil interpretasi grafik  tampak  jelas bahwa NK-Cell  pada kelompok
IUFD mempunyai  puncak  lebih  tinggi dibandingkan dengan  kelompok  normal
(Gambar4).
 
Gambar 4. Distribusi Rerata Nk-Cell Pada Kelompok
Normal Dan Kelompok IUFD
​Analisis  variabel  NK-Cell dengan menggunakan uji distribusi normal
(Kolmogorov-Smirnoff) pada kelompok IUFD dan kelompok normal terdistribusi
secara normal dimana nilai p=0.98 (p>0.05) untuk IUFD dan p=0.98 (p>0.05)
untuk kelompok normal. Lampiran 4 dan 5
Tabel 6. Uji Beda Rerata (Uji Bivariate) NK-cell pada Jaringan Trofoblas
Kelompok IUFD dan Kelompok Normal
Variabel
Kelompok N Mean SD Nilai p
HLA-E
 
IUFD 16 78.62 36.43 0.00
 Normal 16 19.87 6.439  
 
​Analisis uji t dengan menggunakan  tingkat kepercayaan 95%, α=0,05,
membuktikan bahwa NK-Cell antara kelompok normal dan kelompok IUFD
 terdapat perbedaan yang  signifikan dimana terdapat nilai  p=0.00
(<0.05).Lampiran 6.
 
D.   Uji Multivariate
​Dari hasil analisis dengan menggunakan uji t test didapatkan bahwa
variable umur kehamilan, tekanan darah diastole, kadar hemoglobin, SGOT,
ekspresi HLA-E dan ekspresi NK Cell pada trofoblas dapat meningkatkan
kejadian IUFD. Meskipun tidak semua hasil dari analisis memiliki kemaknaan
secara statistik
Tabel 7. Uji multivariate
 
No. Variabel Koefisien
Regresi
t hitung p
1. Konstanta 1.540 2.034 0.053
2. Umur Kehamilan 0.004 0.233 0.818
3. Tekanan darah diastole -0.006 -1.731 0.096
4. Kadar Hemoglobin 0.065 2.496 0.020*
5. SGOT -0.001 -2.934 0.007*
6. HLA_E -0.004 -2.041 0.052
7. NKCELL -0.006 -3.774 0.001*
 
Fhitung     : 15.496
R2           : 0.78
Sig          < 0.05
Pada tabel 7  hasil analisis regresi linier terhadap variabel umur
kehamilan, tekanan darah diastole, kadar hemoglobin, SGOT, ekspresi HLA-E
dan ekspresi NK Cell didapatkan 3 faktor yang paling bermakna menentukan
kejadian IUFD yaitu variabel kadar Hemoglobin, SGOT dan ekspresi NK-Cell
dimana nilai p<0.05 (Tabel 7).  Dapat dikatakan bahwa dengan adanya
 penurunan  kadar Hemoglobin, peningkatan SGOT dan adanya kenaikan
ekspresi NK Cell pada trofoblas dapat meningkatkan angka kejadian IUFD.
Lampiran 7
 
E. Keterbatasan Penelitian
1. Penelitian ini tidak membandingkan sel NK pada tropoblas dengan sel NK
pada pembuluh darah yang dilakukan pada trimester pertama dimana sel NK
pada pembuluh darah tidak menggambarkan sel NK pada tropoblas sehingga
tidak dapat dijadikan sebagai prediktor
2. Keterbatasan sampel pasien IUFD pada penelitian ini sangat sedikit sehingga
butuh waktu lama dalam pengumpulan data dan sampel.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                        BAB V
                                PEMBAHASAN
 
         Setelah dilakukan uji statistik pada data HLA-E dengan uji t, menunjukkan
bahwa  terdapat perbedaan  yang bermakna (p=0.000) antara nilai mean HLA-E
pada kelompok normal dengan kelompok IUFD, yang mana kelompok IUFD
mempunyai nilai rata-rata HLA-E lebih rendah dibanding dengan nilai rata-rata
HLA-E kelompok normal.  Apabila ekspresi HLA-E terjaga baik selama
kehamilan maka kehamilan dapat berkembang normal (Tripathi, 2007).
          Selama kehamilan, sistem imun ibu selalu mengadakan kontak langsung
dengan sel dan jaringan janin yang bersifat semi alogenik. Oleh karena itu, harus
imun maternal terhadap stimulus di atas. HLA-E menghambat lisis sel yang
diinduksi oleh sel T dan sel NK melalui interaksi langsung dengan reseptor ILT2,
ILT4, KIR2DL4 sehingga sel trofoblas yang invasif akan mengekspresikan HLA-
Ibu pada permukaan selnya dan akhirnya tidak mengalami lisis yang dipicu oleh
sel NK. Kuatnya ekspresi HLA-G pada sel trofoblas sangat invasif jika
digabungkan dengan ekspresi HLA-E dan HLA-F dalam plasenta akan
menghambat terjadinya komplikasi tersebut.
         HLA-E diekspresikan di sitotrofoblas yang berhubungan dengan jaringan
ibu (sel desidua). Selama kehamilan terjadi peningkatan suatu bentuk iso utama
yang larut (Hunt dkk, 2006). Dihipotesiskan bahwa HLA-E secara imunologis
bersifat permisif terhadap ketidakcocokan antigen antara ibu dan janinnya
(Bouteiller dkk, 2007).
          Intra Uterine Fetal Death menurut WHO diklasifikasikan sebagai early,
intermediate, dan late fetal death, berdasarkan umur kehamilan. Intra Uterine
Fetal Death pada umur kehamilan 28 minggu atau lebih diklasifikasikan kedalam
late fetal death. Intermediate fetal death adalah fetal death yang terjadi lebih dari
usia kehamilan 20 minggu dan kurang dari usia kehamilan 28 minggu.
Sedangkan early fetal death diklasifikasikan fetal death yang terjadi kurang dari
20 minggu usia kehamilan, walaupun beberapa kalangan memakai batasan umur
kehamilan 24 minggu (WHO 2008). Th1 yang meningkat akan meningkatkan
aktivasi sel-sel NK dan mengeluarkan sitokin-sitokin yang bersifat merusak bagi
trofoblas yaitu TNF-α, IFN-ɣ, TGF-β, dan IL-2. Keadaan ini akan menyebabkan
intra uterine fetal death (Fabio morandi et al, 2014)
Pada hasil analisa regresi diperoleh terdapat hubungan HLA-E dan NK cell
pada IUFD. Penelitian ini menemukan  Nk-Cell pada IUFD lebih tinggi
dibanding kehamilan normal. Kita ketahui bahwa sel natural killer (NK)
merupakan jenis limfosit yang berperan dalam sistem imunitas sebagai lini
pertahanan pertama dan mempunyai fungsi yang sanagat penting dalam
imunologi reproduksi. Sel NK merupakan limfosit granular besar (LGL) dan
banyak ditemukan pada uterus wanita hamil. Pengetahuan mengenai fungsi sel
NK pada uterus sampai saat ini masih terbatas. Jumlah sel NK yang sangat
banyak pada saat awal kehamilan menunjukkan bahwa sel tersebut memiliki
peranan yang penting dalam kehamilan seperti pertahanan terhadap infeksi dan
juga dalam pengaturan sistem imunitas maternal yang dapat memperngaruhi
implantasi dan plasentasi (Rodrigues et al, 2013).
Sel NK memproduksi beberapa sitokin yang berperan dalam
plasentasi, antara lain Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF) dan leukaemia inhibitory factor (LIF) yang
membantu dalam stimulasi implantasi plasenta dan pertumbuhan trofoblas
(Nieuwenhovenet al, 2008). Natural Killer cell (NK Cell) memiliki peran penting
terhadap proses kehamilan. Sel NK melalui reseptor CD94/NKG2C dapat
menyerang sel target. Sel NK pada uterus dapat diaktifkan melalui reseptor
CD94/NKG2C yang dapat mengikat HLA-E telah terbukti berhubungan dengan
proses imunologi pada IUFD (Hunt, 2006).
Sebelumnya ada penelitian retrospektif bahwa kadar HLA dan kadar
NKGA pada sel NK pada pasangan dengan aborsi spontan berulang (RSA) dan
Fetal death ditemukan meningkat (Ste´phanie Coupel 2016)
HLA-E meningkat signifikan pada jaringan plasenta saat kehamilan
trimester pertama, terutama pada membran ekstravilli, sedangkan pada bagian
membran intravilli terjadi pada kehamilan trimester akhir. Jenis ekspresi tersebut
sesuai dengan teori bahwa HLA-E kemungkinan berperan dalam proteksi janin.
Hal tersebut mungkin berkaitan dengan struktur non imun maupun fungsi imun
pada tempat terjadinya hubungan fetomaternal. Bukti terkini menunjukkan fungsi
imun dimana HLA-E melindungi janin dari sel NK maternal pada uterus, yang
jumlahnya sangat banyak di dalam sel yang menginvasi trofoblas. Oleh karena
itu, HLA-E merupakan faktor penting untuk terjadinya komplikasi kehamilan
seperti kejadian abortus berulang dan preeklampsia, pertumbuhan janin
terhambat, (Mallia, 2012)
Salah satu penyebab intra uterine fetal death adalah kurangnya antibodi
yang bekerja untuk melindungi janin dari sistem imun ibu ini, yaitu HLA-G,
HLA-E, yang pada akhirnya genetik ayah akan dikenali sebagai benda asing bagi
tubuh sehingga ketika sperma menembus ovum, akan dianggap sebagai benda
asing. Selanjutnya pada desidua dirangsang Large Granullar Lymphocytes
(LGLs) salah satunya yaitu Natural Killer Cell (NK Cell) yang berfungsi
menghancurkan sel target yang tidak cukup mengekspresikan HLA (Fanchin,
2007).
Ekspresi HLA-E yang cukup pada trofoblas diperlukan agar trofoblas
menginvasi desidua dan sistem vaskuler maternal dengan baik sehingga terjadi
peningkatan perfusi uterin yang dibutuhkan selama kehamilan. Namun apabila
HLA-E berkurang atau tidak diekspresikan, kemampuan sel trofoblas akan
berkurang dan dihalangi untuk menginvasi uterus atau dianggap sebagai non self
yang memiliki sifat sebagai antigen sehingga memicu terbentuknya antibodi pada
ibu. Antibodi ini akan mengikat antigen dan terjadi reaksi imunologis yang
merangsang aktifasi sitokin proinflamasi seperti interleukin dan Tumor Necrosis
Factor –α (TNF- α) dan mengaktifkan sel T dan NK cell yang akan  menyerang
sel-sel trofoblas itu sendiri (Cecati, 2011).
 
 
BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN
 
5.1. Kesimpulan. 
    Hasil penelitian anlisis data secara statistik pada bab IV sebelumnya dapat
diambil kesimpulan sebagai berikut:
1. Ada perbedaan yang sangat bermakna ekspresi HLA-E di trofoblas antara
kehamilan normal dan kehamilan dengan IUFD. Ekspresi HLA-E pada
IUFD lebih rendah dibandingkan kehamilan normal.
2. Ada perbedaan yang sangat bermakna ekspresi sel NK di trofoblas antara
kehamilan normal dan kehamilan dengan IUFD. Ekspresi sel NK pada
IUFD lebih tinggi dibandingkan kehamilan normal
3. Terdapat hubungan kausatif  antara ekspresi HLA-E yang tinggi terhadap
peningkatan ekspresi NK Cell pada ibu hamil dengan IUFD
 
5.2. Saran.
Untuk penelitian selanjutnya:
1. Perlu dilakukan penelitian untuk ekspresi HLA-E dan sel NK pada IUFD
dengan kehamilan normal pada subyek penelitian yang lebih banyak
untuk mendapatkan rerata hasil yang lebih bervariatif, sehingga bisa
mewakili seluruh faktor risiko IUFD.
2. Perlu dilakukan penelitian kadar serum HLA-E dan sel NK di pembuluh
darah pada IUFD dengan kehamilan normal pada subyek penelitian yang
lebih banyak dan pada waktu penelitian yang lebih panjang yaitu dari
awal kehamilan sampai dengan persalinan agar dapat menerapkan hasil
penelitian pada ibu hamil, sehingga pada akhirnya dapat digunakan
sebagai prediktor dalam pencegahan IUFD.
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